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図 1-1 日本における社会保障給付費および国民医療費の推移 








































図 1-2 血糖値センサ 
商品名「グルテストエブリ」三和化学研究所(株)より 
図 1-3 アミラーゼセンサ 
商品名「アミラーゼモニター」ニプロ(株)より 





























 バイオセンサの発展の起源にさかのぼると、1962 年の Clark らによる酵素反
応の電極による測定に端を発する。Clark らの酵素電極は、透析チューブと酸素









































































化還元高分子の SPR 観測が報告され、NTT の岩崎氏らは、酸化酵素(グルコー
スオキシダーゼ)とオスミウムポリマーを組み合わせたブドウ糖 SPR センサの
開発を報告している【17-19】。これらの測定に用いられるのは一般に一次元の
SPR 測定装置である。しかし、一次元 SPR 測定装置で観測できる領域面積は狭
く、複数の物質を固定化し同時に測定することに応用することは難しかった。
そこで、より広い領域での SPR 現象を測定するために考案、開発されたのが二






















































の媒体の屈折率 ns のみに依存するため、θ の変化量(Δθ)を測定することで、金
属薄膜表面の屈折率変化を観測することができる。また、励起された SP 波は金
属表面に沿って伝播し、伝播距離は通常数 μm~数十 μm であり、エバネッセン
ト波の染み出しの深さは約200~300 nm程度(光源波長が770 nmの場合)と距離
に応じて指数関数的に減衰する。すなわち、測定表面(金チップ表面)から
200~300 nm の空間範囲での屈折率変化を観測することになる。図 1-4 にこの入
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ニン濃度が、0.12 mM(正常値約 60 μM)を超えるとフェニルケトン尿症と診断
される。フェニルケトン尿症ではフェニルアラニンやその代謝物であるフェニ
ルケトンの蓄積により脳に障害が起こり、知能障害、脳波異常、痙攣といった
























































応後の HPLC による分析が一般的である。HPLC のアミノ酸分析法には代表的
















































































































































このうち、Phe/Tyr 比をとると、急性膵炎患者は約 1.7 の値をとり、回復した状
態では 0.9 と正常範囲に戻る。また、Gln/Glu 比をとると、健常人は 5～10 の
範囲の値を示すが、疾患患者では 1.8 と低い値を示すことがわかっている【43】。 


















































図 1-3-1 膵臓がん患者(PC)と健常者(HC)のアミノグラム【49】 






































 図 1-6-1 オスミウム(Os)ポリマーの構造式【16】 
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第 2 章 





































表 2-1 実験試薬 
 
試薬名称 グレード 販売元 
Sodium dihydrogenphosphate dihydrate 特級 Wako 
Disodium hydrogenphosphate 12-Water 特級 Wako 
4-aminoantipyrine 特級 Wako 
Phenol 特級 Wako 
Peroxidase from Horseradish _ TOYOBO ENZYMES 
L(+)-Lysine monohydrochloride 特級 Wako 
L-Glutamic acid 特級 Wako 
L-Phenylalanine 特級 Wako 
L(+)-Arginine 特級 Wako 
D-Galactose 特級 Wako 
D(+)-Glucose 特級 Wako 
D(-)-Fructose 特級 Wako 
Lactose monohydrate 特級 Wako 
Glutaraldehyde (GA) 50% TCI 
β-Nicotinamide-adenine dinucleotide  
reduced form (NADH) ≧95％ 
ORIENTAL 
YEAST CO. 
Os polymer _ BAS Inc. 
21 
 
試薬名称 グレード 販売元 
L-Lysine Oxidase 







表 2-2 実験器具及び機器 
器具及び機器名 
金薄膜チップ(BAS Inc.) 
flexiPERM○R (11 × 7 × 10 mm) Greiner Bio One (Germany) 



































































図 2-1 2D-SPRi の外観及び内部








表 2-1 2D-SPRi の性能 











2 軸(入射光軸, 検出軸) 
49-57° 
0.0032° 
2 モード(HIGH: 500 pps, LOW: 66pps)
偏光子 偏光 P-偏光, S-偏光 




































 また、図 2-3c にリシンオキシダーゼ反応とガラクトースオキシダーゼ反応の



































































図 2-3SPRi オキシダーゼとオスミウムポリマーを組み合わせた SPRi 
センサの検出原理 
 a) オスミウム(Os)ポリマーの構造式 
   b) オキシダーゼが触媒するオスミウムポリマーの酸化還元反応 













































それぞれの領域に HRP-Os ポリマーを滴下 
4℃で乾燥固定 
LysOx (from Trichoderma viride) / 0.1 M PB(pH 6.8) 
または 
GalOx (from Dactyliumdendroides) / 0.1 M PB(pH 6.8) 
+ 
1% Glutaraldehyde / 0.1 MPB(pH 6.8) 
















































































測定セルに 0.1 M PB (pH 6.8) を添加し、角度変化測定を行い、共鳴曲線を観測した。
固定角で、各スポットの反射光強度の時間変化を観測した。 
(測定開始から 1 分のところで、種々のサンプル溶液を滴下した。) 






 図 2-5-1 に角度変化測定における LysOx/Os ポリマースポット、Gal/Os ポリ




たことが確認された。また、観測結果から GalOx/Os ポリマースポットの θr は
LysOx/Os ポリマースポットのものよりも高いことが分かった。これは GalOx
と GA との架橋密度が LysOx と GA とのそれよりも高く、より嵩高い酵素の塊
がポリマー層へ浸潤していることが予想される。 
 角度変化測定の結果から、固定角度 55.5°で反射光強度(Iref)の経時変化測定
を行った。(図 2-5-2)酵素反応後の酸化型 Os ポリマーは還元型よりも屈折率が
低下することがわかっており、反応後の θr はネガティブシフトする。【17,18】
従って、測定角(θm)55.5°で観測を行った場合、それぞれの酵素基質の添加時
には、LysOx/Os ポリマースポットでは Iref の増加が、GalOx/Os ポリマースポ
ットでは Irefの減少が観測されることが予想される。 
図 2-5-3 は LysOx/Os ポリマースポットと GalOx/Os ポリマースポットにおけ
る Iref 変化および SPR イメージを示す。リシンを添加した際には、LysOx/Os
ポリマースポットにおいて明らかな Irefの増加が観測され、一方で GalOx/Os ポ
リマースポットでは有意な変化は認められなかった。また、ガラクトースを添
加した際には、予期した通り GalOx/Os ポリマースポットでのみ Irefの減少が観
測された。 
種々の濃度のリシンおよび一定濃度のガラクトース(1 mM)を含む混合サンプ









て 20-200 μM のリシンがガラクトースの影響を受けずに計測することができた。





ポットおよび GalOx/Os ポリマースポットにおける 1 つのセンサチップでのレ
スポンスの平均値および SD 値はそれぞれ 1.26 ±0.141 %/min, 4.55 
±0.392 %/min であった。(LysOx/Os ポリマースポットにおける 100 μM リシン
計測および GalOx/Os ポリマースポットにおける 1 mM ガラクトース計測によ





































































図 2-5-1 LysOx/Os-HRP ポ リ マ ー ス ポ ッ ト , 
GalOx/Os-HRP ポリマースポットおよび








































図 2-5-2 各酵素スポットにおける a) 1 mM リシンおよび











































a) LysOx/Os-HRP ポリマースポットおよび 











































図 2-5-4 混合サンプル溶液におけるリシンとガラクトースの同時定量 
a) 種々の濃度のリシンおよび一定濃度のガラクトース(1 mM) 



















































ができた。リシンとガラクトースは酵素スポット特異的にそれぞれ 20-200 μM, 
50-1000 μM の濃度範囲で検量が可能であった。また、本センサは簡便で迅速な
計測が期待できる。(測定開始から 2 分以内に計測し、前処理を要しない) 
今後は他の分析法(HPLC など)で計測された濃度既知の擬似血漿サンプルでの
計測を検証する予定である。 








































































試薬名称 グレード 販売元 
Citric acid monohydrate 特級 Wako 
Disodium hydrogenphosphate 12-Water 特級 Wako 
Potassium ferricyanide 特級 Wako 
Iron(III) sulfate hydrate 特級 Wako 
Hydrogen peroxide solution 30 wt. % Wako 
D(-)-Fructose 特級 Wako 
D(+)-Glucose 特級 Wako 
D-Galactose 特級 Wako 
Lactose monohydrate 特級 Wako 
Saccharose 特級 Wako 
Glutaraldehyde (GA) 50% TCI 
Os polymer _ BAS Inc. 
D-Fructose dehydrogenase 
(from Gluconobacter sp.) 





図 3-1-1 に PQQ-FDH を用いるエクステンド型 SPR 酵素センサの検出原理を
示す。酵素基質であるフルクトースを基質認識パートに添加すると、FDH によ
り酸化される。同時に、FDH の内在性補酵素である PQQ が電子を受け取り
















































































































FDH (from Gluconobacter sp.)を隣り合うように滴下
(スポット間隔は約 1 mm) 
4℃で乾燥固定 
























































































観測パートに H2O2溶液を添加し、Os ポリマーを酸化型へ 
固定角で、観測パートの Os ポリマースポットの反射光強度の 
時間変化を観測した。 
(測定開始から 1 分のところで、種々のサンプル溶液を滴下した。) 
測定後、還元型 Os ポリマーを再度 H2O2 溶液で処理し、 
再酸化した後、繰り返し測定を行った。 






 図 3-5-1に観測パートにおける Os ポリマースポットの 2D-SPRイメージ及び
角度変化測定による共鳴曲線を示す。H2O2 処理後の Os(Ⅲ)では共鳴角(θr)は




ースと酵素反応を行い、その過程で還元された FDH の補酵素 PQQ がセンサチ
ップの金薄膜を介して隣の観測パートの Os ポリマーと電子移動反応を起こし
たと推察される。 










 また、我々は Os ポリマースポット間における電子移動反応が、そのスポット
間距離に依存して減衰するということを既に確認している。(スポット間距離が



















































10 mM Fructose 
図 3-5-1 観測パートにおける Os ポリマースポットの 
フルクトース (10 mM) 添加前後の a) 2D-SPR イメージ













































図 3-5-2 種々の濃度のフルクトースを添加した際の 
Os ポリマースポットの反射光強度(Iref)の継時変化 
(θm=51.5 °)
図 3-5-3 FDH/Os ポリマースポットの反射光強度増加速度のフルクトース
濃度依存性(フルクトース添加後の Irefの傾きを添加濃度に対し





















































ートにおける Os ポリマーへの電子移動が進み、その還元反応を SPRi で観測す
ることができた。本センサはフルクトースに対して高い選択応答性を示し、
500-5000 μM の濃度範囲において良い直線性を示した。 























































































L(+)-Lysine monohydrochloride 特級 Wako 
L-Lactic Acid 特級 Wako 
Glutaraldehyde (GA) 50% TCI 
Os polymer _ BAS Inc. 
L-Lysine Oxidase 
(from Trichoderma viride) 
_ SIGMA 
Lactate dehydrogenase 
(from rabbit mscle) 
_ Roche Diagnostics 
Diaphorase 
(From Clostridium sp.) 





4-3-1 デヒドロゲナーゼを用いる SPR 酵素センサ 
 
 図 4-3-1 にデヒドロゲナーゼとオスミウムポリマーを組み合わせた SPR 酵素
センサの検出原理を示す。まず、酵素基質が酵素スポットに固定化されたデヒ
ドロゲナーゼにより酸化される。このとき、その補酵素となる溶液中の NAD+
が還元され NADH が生成する。この NADH がスポット下層にあるオスミウム
ポリマーをジアホラーゼの触媒反応と共同してオスミウムを 3 価から 2 価へ還
元する。還元型オスミウムポリマーは酸化型のそれよりもその屈折率が高いた








































































































図 4-3-2 a) EC-SPRi によるオキシダーゼ反応とデヒドロゲナーゼ
反応の同時観測システムの原理 
        b) EC-SPRi による角度変化測定 














































LysOx (from Trichoderma viride) / 0.1 M PB(pH 6.8) 
または 
FDH (from rabbit muscle) / 0.1 M Tris-HCl (pH 8.6) 
DI (from Clostridium sp.) / 0.1 M Tris-HCl (pH 8.6) 
+ 
1% Glutaraldehyde / 0.1 MPB(pH 6.8) 
各酵素溶液と GA 溶液を 1:1 で混合し、Os スポットへ滴下 
4℃で乾燥固定 
酵素チップにフレキシパームを接着後測定へ 







































図 4-2-1 EC-SPRi 酵素センサチップ 
a) センサチップ図 
b) センサチップ写真 























































































ーを偽参照極として 3 電極系を構成した。(図 4-3-2) 
固定角で、各スポットの反射光強度の時間変化を観測した。 
(測定開始から 1 分のところで、種々のサンプル溶液を滴下した。) 
測定後、各酵素スポットの Os ポリマーを酸化型・還元型に電気化
学処理を行い、繰り返し測定を行った。
測定セルに 0.5 M Tris-HCl (pH 8.6) を添加し、LDH 側電極に+0.3、一方、LysOx








図 4-5-1 に測定金チップに固定化した Os ポリマーのボルタモグラムを示す。
測定結果から固定化Osポリマーの酸化還元電位(E゜’)は+0.1 V (vs Pt) であった。
したがって、Os ポリマーの酸化制御には作用極に E=+0.3 V を、還元制御には
E=－0.1 V を印加することにした。Os ポリマーの酸化還元状態の屈折率変化を
反射光強度(Iref)経時変化として SPRi 観測した結果を図 4-5-2 に示す。初期状態
(還元型)の Os ポリマーに測定開始から 1 分のところ(T1)で+0.3 V を印加すると
速やかな反射光強度の上昇が観測され、またその 1 分後の時刻(T2)で-0.1 V を印
加すると明らかな反射光強度の減少が観測された。2D-SPR イメージングにお
いても明らかな反射光強度の変化が観察された。(図 2-4-5-2 b) ゆえに SPR 金
チップに電気化学処理を行うことで金チップ上に固定化された Os ポリマーの
酸化還元状態をコントロールできるということが示された。 






























































図 4-5-2 Os ポリマーの酸化還元状態の EC-SPRi 観測 
a) Os ポリマースポットの反射光強度(Iref)の経時変化測定 
b) Os ポリマースポットの 2D-SPR イメージ










































図 4-5-3 リシン a)及び、乳酸 b)の添加前後における 
両酵素スポットの SPR イメージとその反射光強度(θm=55.0) 
反射光強度(Iref)はサンプル添加 4 分後の値を示した。 
LysOx spot
LysOx spot LysOx spot
LDH spot LDH spot 












































a) LysOx/Os ポリマースポット, b) LDH/Os ポリマースポット 
a) 
b) 









































図 4-5-5 各酵素スポットにおけるリシンおよび乳酸の検量線 
a) LysOx/Os ポリマースポットにおけるリシン計測 







































図 4-5-6 乳酸(終濃度 1 mM)及びリシン(終濃度 1 mM)の連続添加
















それぞれの酵素スポットでは 50-200 μM のリシン及び乳酸の定量が可能であっ
た。また、測定後の各酵素スポットの Os ポリマーに再度電気化学処理を施すこ
とで、7 回程度まで両酵素スポットの繰り返し計測が可能であった。 









































＜第 3 章＞ PQQ 依存型フルクトース脱水素酵素(PQQ-FDH)を用いる    

























サでは、LysOx/Os ポリマースポットでリシンの計測を LDH/Os ポリマースポ
ットで乳酸の計測をクロストークの影響を受けずに行うことができた。それぞ
れの酵素スポットでは 50-200 μM のリシン及び乳酸の定量が可能であった。ま
た、測定後の各酵素スポットの Os ポリマーに再度電気化学処理を施すことで両
酵素スポットの繰り返し計測が可能であった。 
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